Vdlasz Dr. Kocsy Gabor opponensi véleményére

KO0sz6ném Opponensemnek, hogy id6t és faradtsdgot nem sajndlva elmélyilt MTA doktora
értekezésem gondolatmenetének, kérdésfeltevéseinek, a benne leirt kisérleti rendszereknek,
eredményeimnek és az azokbdl levont kovetkeztetéseknek a megértésében.

Opponensem (Dr. P4l Magda véleményével Gsszhangban) jogosan hidnyolta értekezésembél a
réviditések jegyzékét, és szintén indokolt a doktori m(i dbrainak szinvonaldt mindsitd biralata.

Kalaszos gabonafélék hidegedzésére irdnyuld kisérleteimmel dsszefiiggésben szintén jogosan jegyzi
meg Sutka Jozsef és Galiba Gabor kdzleményeire vald hivatkozasaim hidnyat, ezt mindenképp célszer
lett volna beépitenem az irodalmi héttér feldolgozaséba (Sutka és mtsai 1999, Galiba és mtsai 1997).
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A doktori m( 13. oldaldn a kdérokozé gombdk 7. alcsoportja - életmdd szerinti felosztds alapjan - a
vaszkulartréf gombak alcsoportja.

Milyen szempontok alapjan valasztottuk ki az RBOHD fehérje 11 perspektivikus koélcsénhaté
partnerét?

Az Arabidopsis Interactions Viewer alkalmazés és adatbazis 55 olyan fehérjét tartalmaz, melyek éleszts
két hibrid vizsgélat alapjan fizikai kolcsénhatést létesitenek az RBOHD fehérjével. Ebbdl a listabdl
valasztottunk ki 11 fehérjét, melyek szerepére vonatkozéan kordbban nem volt ismert az RBOHD
fehérjével valé funkcionalis kapcsolat. Hasznélhattuk volna a sajat microarray elemzésiink soran
elSkerilt fehérjéket kodold gének listdjat is, ezeknek a faktoroknak egy része azonban mér
meglehetdsen jol jellemzett (pl. ACS6, PR1, WRKY6, WRKY40, Cu/Zn SOD). Masrészt tobb lehetSséget
lattunk egy olyan Arabidopsis fehérje lista tagjainak a kdzelebbi vizsgélatdban, melyeknél az RBOHD-
vel fellépd fizikai kdlcsonhatds mar valdszin(sithetd.

Van-e irodalmi adat arra, hogy az aszusodas miként befolyasolja az aszkorbat-glutation ciklus
enzimeinek aktivitasat?

Nem olvastam még ilyen kézleményt, ami nemesrothadt sz6l6bogydk és az aszkorbat-glutation ciklus
enzimeinek aktivitasa kérdést vizsgélta volna. Szurkerothadas kapcsan hozzaférhetd tébb dolgozat is,
én az aldbbiakat taldltam a teljesség igénye nélkiil:

Rahman és mtsai (2020): Histochemical and microscopic studies predict that grapevine genotype “Ju
mei gui” is highly hesistant against Botrytis cinerea. Pathogens, 253.



Karakus és mtsai (2021) Nepeta meyeri essential oil ameliorates fungal infection and the antioxidant
response in grapevines (Vitis vinifera) infections by gray mold (Botrytis cinerea). Acta Physiologiae
Plantarum 43, 151.

Kritzinger és mtsai (2013) Role of Glutathione in Winemaking: A Review. Journal of Agricultural and
Food Chemistry 61, 269-277.

Opponensem harom kérdésére az aldbbi vélaszokat adom:

Alakulhatnak-e ki a reaktiv oxigén-szarmazékok eltéré mértékii képzédése miatt koncentracio-
gradiensek a sejtekben és a szovetekben a kérokozé gomba és a névény kolcsdnhatasa soran és
ezeknek mi lehet a szerepe?

A novényi redox bioldgia altalam kovetett vezetS szakértSi a ROS hirvivg, jelatvivé szerepével
kapcsolatban egyontetiien olyan jellegli modellekben gondolkodnak, melyekben a kiilonb6z4 reaktiv
oxigén szarmazékok a novényi sejt kilonféle sejtalkotéiban (citoplazma, kloroplasztiszok,
mitokondriumok, sejtmag, peroxiszomdk, endoplazmatikus retikulum, sejtkdzotti jaratok) precizen
szabdlyozott és gyakran valtozé koncentrécidkban jarulnak hozzd a sejt és a szovetek redox
homeosztazisdnak fenntartasahoz (Mittler és mtsai 2022).

Ha figyelembe vessziik a névényi sejt ROS termelé folyamatainak a komplexitdsat és a reaktiv oxigén
szarmazékokat ellensulyozd antioxidans rendszerek sokféleségét, ez szintén arra utal, hogy a reaktiv
oxigén szdrmazékok koncentracidjat a sejt tobbféle tartomanyban és nagy pontossaggal képes
szabalyozni.

A ROS koncentrécidé-gradiensek vizsgélatat azonban jelent8sen megneheziti a kiildnb6z4 reaktiv oxigén
szarmazékok mennyiségének megbizhaté mérése. Ez kiildnésen igaz azokra a helyzetekre, amikor a
sejten belll az egyes sejtalkotokban kéne a mennyiségiiket meghatéarozni (Noctor és mtsai 2016,
Waszczak és mtsai 2018).

A szalicilsav (SA) szoveti koncentracidja és az altala szabalyozott NPR1 redox szenzor aktivitdsa
6sszefligghet a feltételezett ROS gradiensek mikddésével (Zavaliev és mtsai 2020).

Ugyan nem kozvetlenil a ROS mennyiségét méri, azonban a sejtek redox egyensulyanak mennyiségi
vizsgalataban hasznos lehet a redukalt és oxidalt glutation (GR/GSSH) ardnyanak LC-MS meghatarozasa
(Pastor és mtsai 2013).
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Pastor, Luna, Ton, Cerezo, Garcia-Agustin és Flors (2013): Fine tuning of reactive oxygen species
homeostasis regulates primed immune responses in Arabidopsis. Molecular Plant-Microbe Interactions
26, 1334-1344.

Hogy vehetnek részt a kis RNS-ek és az RNS interferencia-mechanizmusok a névényi sejtek kérokozé
gombakkal szembeni védekezésében?

A néveényi sejt-kdrokozé gomba kolcsonhatasok molekuldris biolégiai vizsgédlata valtozatos és
szertedgazo felfedezéseket eredményezett az epigenetikai szabalyozds kiildnboz6 eseteire
vonatkozoan. Taldlunk szdmos példat transzkripcids és poszt-transzkripcids szint(i szabélyozasra.
Transzkripcids géncsendesités négy eltér6 tipusat azonositottak Arabidopsis névények védekezése
soran Botrytis és Alternaria nekrotréf gombakdrokozdék tdmadasara adott valaszként. Egyrészt a kis
RNS-ek dltal kdzvetitett DNS metildcioban fontos szerepet jatszé RNS polimerdz V fehérje szerepének
fontossagat igazoltdk a Botrytis elleni névényi ellenallésagban (Lopez és mtsai 2011). Feltartak emellett
harom mdsik transzkripciés géncsendesitést eredményezé molekularis folyamatot, ami nem
kozvetlenil a DNS metilaciéjan keresztil valésul meg, hanem a kromatin hisztonfehérjéinek
deacetildcidjaval, metildcidjaval és ubikvitinaciéjdval kévetkezik be. Ezek a kromatin atrendez6dését
eredményezd hiszton médosulasok génkifejez6désre gyakorolt szabalyozé hatdsa elSsegiti a ndvény
nekrotrof gombakdrokozdkkal szembeni ellenallésagat (Zhou és mtsai 2005, Berr és mtsai 2010,
Dhawan és mtsai 2009).

Transzkripcids szint( géncsendesités mellett nagyon sok példat taldlunk poszt-transzkripciés gén
csendesitési jelenségekre is a novények kérokozd gombakkal szembeni védekezd eszkoztaraban. A
novény altal termelt nem-kddolé RNS-ek poszt-transzkripciés célpontjai lehetnek a novény sajat
hirvivé RNS molekuldi. Erre példa az Arabidopsis miR773, ami a metil-transzferdz 2 (MET2) mRNS
mennyiségét szabdlyozza a ndévényi sejtek citoplazmajdban, ami jelentésen mddositjia a névény
altaldnos rezisztencidjdt és fogékonysdgat nekrotréf és hemibiotréf gombakérokozdkkal
(Plectosphaerella cucumerina, Colletotrichum higginsianum) szemben (Salvador-Guirao és mtsai
2018). A névény nem-kédold RNS molekulai bejuthatnak a kérokozé gomba sejtekbe is, ott is lehetnek
mRNS célpontjai, ilyenkor fajok-koz6tti (trans-species) géncsendesités kdvetezik be (Hudzik és mtsai
2020). Nem-kédol6 RNS molekuldk gazdanévénybél a kérokozé gomba sejtjeibe valé atjutds jelenségét
kihasznalé géntechnoldgiai eljaras remek példaja a gazda-eredet( géncsendesités (Host-Induced Gene
Silencing vagy HIGS). Erre j6 példa a Fusarium graminearum kérokozé gomba ergoszterol
bioszintéziséért felels CYP51 fehérjét kddolé harom paralég gén szekvenciajat szensz- és antiszensz
irdnyban kifejez§ stabil transzformans Arabidopsis és &rpa névények, melyek a gomba CYP51
szekvenciait kettés széli RNS formdjdban termelik, ellendlliéak a F. graminearum fertézésével
szemben, a kontroll névények ugyanakkor fogékonyak a kérokozé irdnt (Koch és mtsai 2013).
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lanosterol Cl4a-demethylase—encoding genes confers strong resistance to Fusarium species.
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Megvaldsult-e mar a nemesrothadas kontrollalt elGidézésével kapcsolatos eredmények gyakorlati
alkalmazasa?

Egy alkalommal volt iddig lehetéségem a moddszer kiprébaldsara Ultetvényben. Kétezer-husz
novemberének elsé két hetében. Ez egy hiivos, csapadékos idGjarasu 6sz volt Tokaj-Hegyaljan. Azt
sikerlilt igazolnunk a kisérlettel, hogy laboratériumban, taptalajon felszaporitott Botrytis
konidiumszuszpenziét kipermetezve az lltetvényben |évs furtokre javithatd a bogydkon kifejl6dé
botritizaciéd mértéke. Az aszusoddsnak egyaltalan nem kedvezd, tipikus sziirkerothadasos id6jarasu két
hétben folytattam a kisérletet, melynek latszélag nem volt nagyon hasznos az eredménye: az eleve
szirkerothaddssal sujtott furtokon sikerllt még erdsebb szirkerothadasos tlineteket el6idézni.
Azonban a legfontosabb kérdést sikerilt ezzel tisztaznunk, ez pedig az volt, hogy a mesterségesen
felszaporitott fert6z6képletek kijuttatasaval ténylegesen fokozni lehet a Botrytis altal megfert&zott
sz6l6bogydk mennyiségét lltetvényi korilmények kozott is. Nemesrothaddst ebben az évben, az
emlitett id6jarasi koriilmények kézott csak ugy tudtunk volna el§idézni, ha a furtoket fertézés utén
begyljtjik, és azokat szabdlyozott, alacsonyabb paratartalma zért helyiségben inkubaljuk. Ennek a
modszernek a hatasossdgat mar igazoltuk a két évvel kordbbi martonvasari kisérletlinkben.

K6sz6nom véglil opponensem tamogato allasfoglaldasat MTA doktora értekezésemmel kapcsolatban!
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